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应及其作用性质 并进一步探索鲎素对肺癌细胞的作用机制  
实验结果表明 6.0 g/ml 的鲎素能有效地抑制 SPC-A-1 细胞增殖活动 细
胞生长抑制率达 78.64% 分裂指数峰值下降至 27 细胞周期发生明显阻滞
G0/G1 期细胞比例增加 S 期细胞比例下降 光镜 扫描和透射电镜观察结果显
示 经鲎素处理后的 SPC-A-1细胞形态和结构发生了显著的变化 表现出与相同
来源正常细胞相似的结构特点 细胞形态较为一致 细胞体积增大 细胞核变小
且形状较为规则 核仁数量减少 核内异染色质减少 常染色质相对增多 胞质
内细胞器的数量明显增加 线粒体增多 结构规则且嵴的数量增加 粗面型内质
网增多 高尔基体较发达 多聚核糖体减少 细胞表面微绒毛变少 边缘丝状伪
足减少 而大型的片状伪足增多 而鲎素处理后人正常二倍体细胞的形态和超微
结构未见有明显变化 细胞化学观察显示 SPC-A-1细胞内碱性磷酸酶的活性下
降 分布改变 免疫细胞化学检测进一步显示 SPC-A-1细胞表面癌胚抗原 CEA
的表达量下降 与增殖分化有关的 c-erbB-2 c-myc NF- B PCNA 等癌基因
以及 p53 p21WAF1 pRb p16 等抑癌基因的表达活性受到不同的调节 同时鲎
素对细胞周期调控因子 CDK4 CyclinD1 的表达具有显著的下调作用 另外
WI-38细胞 CEA和 p185及 p53 c-myc基因的表达在处理后无显著变化  





















Studies of the Effects of the Tachyplesin on the Human Lung 
Adenocarcinoma SPC-A-1 Cells 
 
Abstract 
In the study, we used the tachyplesin which is isolated and purified from the acid 
extracts of horseshoe crab (Tachypleus tridentatus) hemocytes, to treat the human lung 
adenocarcinoma SPC-A-1 cells and the human normal diploid cell line WI-38 , and 
investigated the biological effects of tachyplesin on SPC-A-1 cells and functional 
characteristics, and further study the functional mechanism of tachyplesin on SPC-A-1 
cells. 
The results showed that the proliferation of SPC-A-1 cells were effectively 
inhibited after being treated with 6.0 g/ml tachyplesin, the rate of cell growth 
inhibitory was 78.64%, the mitotic index decreased to 27 the cell cycle was 
apparently changed . With flow cytometry , it has been found that G0/G1 phase 
markedly increased , whereas S and G2+M phases decreased . The results showed that 
SPC-A-1 cells had undergone restorationally morphological changes which were 
similar to homologously normal diploid cell after being treated by opotical microscope 
observation, the volume of cells increased and the morphology tended to be consistent , 
the nucleo-cytoplasmic ratio decreased . It also showed that microvill and filopodia of 
cell surface reduced while sheed pseudopodia increased ; the volume of nuclear 
decreased and the shape became regular , the number and volume of nucleolus 
decreased , heterochromatin decreased whereas euchromatin increased by scanning 
electron microscope and transmission electron microscope observation; In the 
cytoplasm, the number of mitochondrion increased and the structure became 
consistent , Golgi complex turned to be relatively typical ,  endoplasmic reticulum 
increased and polyribosome decreased , but the morphology and ultrastructure of 
human normal diploid cell line WI-38 had not been apparently changed after being 
treated ; It has also showed that the activity of AKPase was apparently decreased and 
the distribution was changed by cytochemical observation. In addition, the 
immunocytochemical assay revealed that the expression of CEA decreased in SPC-A-1 














c-myc, NF- B, PCNA and tumor suppressor genes which included p53, p21WAF1 , Rb, 
p16 related with cell proliferation and differentiation were differently regulated after 
being treated with tachyplesin . Furthermore, tachyplesin had the abilities to markedly 
decrease the expression of CDK4 and Cyclin D1 which played a important role in the 
cell cycle control . On the other hand, the expression of CEA, c-erbB-2 , p53 and 
c-myc genes in WI-38 cells had not apparently changed after being treated with 
tachyplesin. 
These results showed that tachyplesin could not only effectively inhibit the 
proliferation of human lung adenocarcinoma SPC-A-1 cells , but reverse malignant 
phenotypes of SPC-A-1 cells from the biological , cell cycle dynamical and 
morphological levels , and could regulated and intervened the expression of the genes 
related with the cell cycle contol , but had no effects on the morphology , ultrastructure 
and the expression of  some genes of human embryonic diploid lung fibroblast WI-38 
cells . It could be concluded that tachylesin has the induced-differentiation effects on 
the human lung adenocacinoma SPC-A-1 cells.  
 

























前  言 
恶性肿瘤是危害人类健康最严重的疾病之一 全世界每年约有 700万人因患
肿瘤而被夺去生命 我国的肿瘤死亡人数也在百万以上 尤其是胃癌 肝癌 肺





早在 70 年代初 人们开始研究是否可以通过诱导分化 使肿瘤细胞向正常细胞
逆转 从而得到治疗 60年代已经有学者报道小鼠睾丸畸胎癌细胞可以自发地分
化为良性的或正常的细胞 至 70年代 Friend报道二甲亚砜 DMSO 诱导的小
鼠红白血病细胞合成了血红蛋白 几乎同时期几位学者有关化学物质诱导分化的
实验广泛地证实了肿瘤细胞的再分化现象 美国国立癌症研究所 NCI 的
Breitman等在1980年和1983年先后报道了人类髓系白血病细胞株HL-60和U937
以及其它白血病细胞 在 13-顺式维生素A酸 13-cRA 及其异构体全反式维A
酸 ATRA 作用下 从形态到功能都向正常的髓系细胞分化和成熟[1] 以后肿
瘤诱导分化的研究逐步扩展到其他恶性肿瘤 1986年 Reiss等综合报道了有关各
种癌肿瘤细胞株包括实体瘤 畸胎瘤 神经母细胞瘤 黑色素细胞瘤 乳腺瘤
结肠癌以及鳞状细胞癌等体外诱导分化研究的结果 自八十年代以来 随着细胞
生物学与分子生物学研究的深入发展已经充分揭示细胞癌变是一种与基因表达





关系 认识细胞增殖与分化的调控原理[2 3 4] 因而在细胞生物学与肿瘤生物学
研究中具有十分重要的理论意义 同时以逆转肿瘤细胞恶性表型特征为目的的诱
导分化研究 是一种继肿瘤手术治疗 化疗 放疗之后的新型的治疗策略 为人
类最终战胜肿瘤提供了崭新的手段 更在探索和开辟肿瘤生物治疗的抗癌新途径

















[5] (1) 维生素A类  包括维生素A的各种天然与合成的衍生物 现已发展到近
千种衍生物 作用较强和不良反应较少的常用药物为视黄醇 视黄醛 视黄酸
维甲酸 维生素A类主要用于血液病的治疗 对早幼粒白血病的疗效尤为突出
目前已经在临床广泛应用 1986年 我国上海瑞金医院血液研究所王振义等首先
应用全反式维甲酸 ATRA 治疗急性早幼粒白血病 APL 临床上取得了很高
的缓解率 并得到了国内外大组研究的证实 (2) 极性化合物  主要有环六亚甲
基二乙酰胺 HMBA 丁酸钠(NaBt) 二甲亚砜(DMSO) 其中以 HMBA 的研
究较为深入 (3) 嘌呤与嘧啶类  环腺苷酸(cAMP) 双丁酰环腺苷酸(DBcAMP)
及新近合成的 8-Cl-cAMP[6]的作用范围广泛 不良反应少 对肺癌 胃癌 直肠
癌等多种实体瘤具有显著的诱导分化作用 有较好的临床应用前景 此外 一些
在临床治疗中应用的抗肿瘤药物 除具有细胞毒作用外 也具有一定的诱导分化
作用 如阿糖胞苷 硫鸟嘌呤(Thioguanine) 环磷酰胺 三尖衫酯碱 泰素等,
以及抗肿瘤抗生素 如多柔比星 表柔比星(表阿霉素) 放线菌素D 丝裂霉素
阿柔比星(阿克拉霉素)等  
随着人们对诱导分化物的研究 结果发现诱导分化物能作用于细胞生长的各
个环节 是一个多步骤的复杂过程 详尽的机制尚不清楚 不同种类的诱导分化
物对不同的肿瘤细胞的作用机制亦不完全相同 根据研究认为其主要作用机制包
括 (1) 从基因水平对肿瘤细胞进行调控 包括对 c-myc c-fos p53基因的调控,
上述基因均是调节细胞增殖与分化的相关基因 (2) 通过蛋白激酶(PKC)诱导细胞
分化 蛋白激酶是一类作用于细胞内蛋白及酶并使之磷酸化的酶类 在细胞内对























杂机制 在机体正常细胞内 癌基因 抑癌基因对细胞起着正负调控的作用并表
现为细胞增殖因子 生长抑制因子和分化因子之间的相互作用与相互制约[7] 此




过程中 除伴随着 cAMP-PKA和 DG-PKC浓度的变化外 细胞内的癌基因 抑
癌基因如 Rb c-myc等核内蛋白的表达和磷酸化作用受到相应的调节 从而使肿




达 阻滞细胞的生长 促使细胞停滞在 G1 期而进行分化[8] 应用 AMP 衍生物
dcAMP 和 8-Br-cAMP 腺苷酸环化酶激动剂 forskolin 以及磷酸二酯酶抑制剂
IBMX 从不同途径上调 cAMP/PKA 通路 均可抑制胶质瘤细胞的增殖 诱导其
分化和凋亡[9] 由此可见 在细胞诱导分化的过程中 细胞的增殖分化调控过程




































早在 50年代初 Bergmann等从海绵中分离到抗癌先导化合物 尿嘧啶阿




胞内信息分子的改变为主的 这些物质一般多见于海藻 海绵 珊瑚 海兔 海
参 海星 海胆 鲨鱼等海洋生物 按照它们的化学结构类型可分为多糖类 聚
醚类 大环内酯类 萜类 生物碱 多肽 甾醇和不饱和脂肪酸等 通常这些活
性物质的作用浓度甚微 而且毒副作用低[12] 美国国立肿瘤研究所每年筛选 30
000 个新的抗肿瘤化合物中 约有 5%来自海洋生物 业已证实 海洋动物提取
物中约有 10%具有抗 P388淋巴细胞 白血病细胞核 KB细胞的活性 3.5%海洋
植物提取物中有抗肿瘤活性或细胞毒活性 这些统计结果进一步显示从海洋生物
中找寻抗癌新药具有广阔的前景 目前 从各种海洋生物中提取的各种天然活性
物质 对体外培养的肿瘤细胞系表现出较高的肿瘤抑制活性 Lee 等
[13]
从海鞘中
分离提取的 Didemin B环肽 对乳腺癌 卵巢癌具明显的抑制活性 Harada等
[14]
对日本海附近的 306种海藻的体外抗肿瘤生物活性物质进行检测 发现 47种海
藻对肿瘤细胞和正常细胞具相似的毒性 其中 4种对肿瘤细胞 L120有很强的毒
理作用而对正常细胞的毒性较小 尤其是绿藻 Cladophoropsis 



































的生产 因此也限制了它们作为抗癌药物开发应用的范围 因而 依据肿瘤细胞
基因表达调控的分子机理 寻找作用于细胞信号传导系统 调控细胞增殖分化并
且应用前景广 功能特殊的低分子天然生物活性抗肿瘤药物是今后海洋生物抗癌
药物研究的重要发展方向        
长期以来 本实验室选择原始古老的 在动物界具有特殊进化地位的鲎为实
验材料 进行了有关其生殖生物学和肿瘤生物学应用方面的研究并取得了创新性
的研究成果 自从 1965 年 Liven 等人利用鲎血变形细胞溶解物检测细菌内毒素
并创立鲎试剂检测法以来 美 日等国学者对起源于中生代奥陶纪 生活了 4亿
多年的鲎 产生了浓厚的兴趣 鲎 horseshoe crab 又称马蹄蟹 隶属于节肢
动物门 Arthopoda 有螯肢亚门 Chelicerata 肢口纲 Merostomata 剑尾
目 Xiphosura 鲎远在中生代奥陶纪就已经出现 直到现在它的形态并无重大
变化 故人们称其为 活化石 鲎胚胎发育过程要经过三叶虫演化而来 因此
鲎的生物学研究在节肢动物系统发生研究中也有重要的意义  




LPS 异常敏感 当受到内毒素作用时 细胞内的颗粒便通过胞吞作用释放颗
粒内的成分进入细胞质内 这些成分明显参与了抵抗入侵微生物的自身防御系
统 最近的免疫细胞化学研究表明 至少四种凝集因子包括 C因子[22] 前凝集酶
原[23] B因子[24] 凝集蛋白原[25]等 它们共同组成了鲎血细胞的凝集级联反应系
统并且都位于细胞质中的大颗粒之内 而在鲎的变形细胞内则存在着一种具有抗
















细胞中分离得到了参与鲎血细胞凝集级联反应的 C因子[22] B因子[24] 前凝集酶
[23] G因子[27] 凝集蛋白原[25]等蛋白成分 另外 也从鲎血细胞中分离纯化到了





强烈的抗菌 抗病毒[32 33]作用 这显示鲎素这类海洋低分子活性物质具有多方面
的生物活性 由于许多海洋生物活性物兼具有抗菌 抗病毒 抗肿瘤的多重活性
那么鲎素除了具有抗菌 抗病毒作用外 是否具有抗肿瘤的天然活性 曾引起人
们的关注 1994年德国学者 Fisher曾报道过东方鲎鲎素对人结肠癌细胞HT27具
有一定的抗性作用 34 本实验室利用从中国鲎鲎血细胞中分离提取的鲎素 进
行其生物活性方面的研究 结果发现其不仅有强烈抑菌活性 35 而且用鲎素处
理体外培养的人早幼粒白血病HL-60细胞及体内抑瘤实验 均发现鲎素具有强烈
的抑瘤作用 36 同时本课题组李祺福等用鲎素处理人胃腺癌细胞 BGC-823 研
究结果表明 鲎素不仅对人胃腺癌 BGC-823 细胞的生长具有显著的抑制作用
而且低浓度处理时 通过形态 超微结构观察以及对癌基因 抑癌基因表达状况
的研究 揭示了鲎素对胃腺癌细胞具有明显的诱导分化作用[37 38 39 40] 这些研
究成果为海洋低分子活性物质抗肿瘤作用的研究 开辟了一个崭新的领域  
肺癌是一种死亡率极高的恶性癌症 其从组织学上可以分为两大类 小细胞
肺癌 SCLC 和非小细胞肺癌(NSCLC) 而后者又可以分为大细胞肺癌 腺癌
和鳞癌 目前国内外肺癌的发病率和死亡率仍在继续上升 统计结果表明 我国
肺癌死亡率仅次于胃癌与肝癌 居肿瘤死因的第三位 肺癌死亡率上升幅度居各
类肿瘤之首 近年来 肺癌的发病率仍在不断增高 我国沿海城市肺癌在男性中
居首位 在女性中居第二或第三位[41 42] 肺癌的产生是一个复杂的过程 是多方
面因素共同作用的结果 虽然多数肿瘤患者都有吸烟史 但据统计 只有 15%吸
烟者患肺癌 提示遗传因素在肺癌的发生中起重要作用 带有某些易感基因型的
人患肺癌风险明显增加 肺癌的发生及演进过程 涉及基因改变 包括与 DNA
修复 信号传导和细胞周期调控有关的基因 并且癌基因的激活 抑癌基因的失
活以及遗传不稳定性增高是肺癌的主要遗传改变[43] 这些改变业已通过实验得到
证实 鉴于肺癌对人类的危害性及人们对其发生的分子机理的进一步认识 本研
















二倍体细胞之间作用的差异 进一步论证鲎素的抗肿瘤作用  
本研究采用的人肺腺癌 SPC-A-1 细胞是从一例男性原发性肺腺癌患者手术













作用的观察 对于筛选诱导分化作用效果好 所需剂量小 毒副作用低的诱导分
化物 使其从实验室走向临床应用 提供更为可靠和崭新的手段 另外 通过鲎
素的作用 为以逆转恶性肿瘤表型的诱导分化治疗剂的寻找提供更为广阔的发展
















一  中国鲎鲎素的分离提取与纯化 
1 鲎血细胞的收集 
实验所用中国鲎 Tachypleus tridentatus 取自厦门海区捕获的成熟鲎 以茶
碱(THEDPHYLLINE, 1,3-Dimetylxanthine)为抗凝剂 Sigma公司产品 购自华美
生物工程公司上海分公司 采用心脏穿刺的方法收集鲎血细胞于抗凝剂中 4
冰箱暂存 将 4 保存的鲎血细胞与抗凝剂的混合物 离心并收集沉淀的鲎血细
胞 保存于-20  
2 鲎血细胞酸抽提物的制备 
  在无菌条件下 将鲎血细胞 4 冻融并悬浮于 Tris-HCl缓冲溶液中 倒入玻
璃匀浆管中 置 DY89-I 型匀浆机 宁波新芝科器研究所产品 上匀浆 收集上
清液 Hitachi SCR20BC型高速离心机 4 离心 弃上清 收集沉淀重新悬浮于
Tris-HCl缓冲溶液中 重复匀浆 最后收集的细胞碎片悬浮于 20mM HCl中 置
于电动玻璃匀浆机中充分匀浆 将匀浆液 4 下离心并收集上清液 沉淀重新用
20mMHCl反复抽提 最后收集上清液置冷冻干燥机 LABCONCO FREEZONE 18
型 干燥后即为酸抽提物  
3 鲎素的分离提取与脱盐 
将 Sephadex G-50胶 Sigma公司产品 溶于无菌水中并放置于沸水浴中
使其充分溶胀 加入凝胶缓冲液使其稀释到适当的浓度 然后将 Sephadex G-50
胶缓慢地灌入已经垂直装好的层析柱 100 3.0cm 中 使其自然沉降并保留适
当的柱高 平衡缓冲液平衡过夜  
  将冷冻干燥后的酸抽提物干粉溶解于洗脱液中 通过长嘴洗管将酸抽提物溶
解液沿柱壁缓慢均匀地加到胶面上 40ml/h流速洗脱 HD-97-I型核酸蛋白检测
仪 上海康华升华仪器制造厂产品 280nm 检测 XWT-S 小型台式记录仪 上
海自动化仪表三厂产品 记录 人工收集含有鲎素组分的峰 III 冷冻干燥  
  把 CM-Sepharose CL-6B 凝胶 Sigma 公司产品 沸水浴中充分溶胀  
NaAc-HAc 缓冲液稀释后缓慢地灌入垂直装好的玻璃层析柱 20 1.5cm 中
自然沉降  NaAc-HAc缓冲液平衡过夜 将 Sephadex G-50峰 III的冻干品 溶
解于NaAc-HAc缓冲液中 1MNaOH调节 pH至 6.0后 加到柱平面上 缓冲液
以 80ml/h 流速洗脱 核酸蛋白检测仪 280nm 处检测 待基线重新平直后 用














冷冻干燥-20 暂存  
  称取 Sephadex G-25凝胶 Sigma公司产品 沸水浴溶胀  Tris-HCl缓冲溶
液稀释 缓慢灌入垂直装好的层析柱 20 2.0cm 中  Tris-HCl缓冲溶液平衡
过夜 将含有鲎素组分和NaCl混合物的 CM-Sepharose CL-6B柱峰 III干燥后的
样品溶解于加样缓冲液中 80ml/h 流速洗脱 核酸蛋白检测仪 280nm 处检测
记录 人工收集鲎素组分 冷冻干燥后-20 保存备用  
4 鲎素分离纯化程度的等电聚焦电泳检测 
取一块 3mm 厚的表面平而又滑的玻璃板洗净晾干 用纱布在玻璃板上的一
面涂上一薄层防水的硅油 在未涂硅油的一面做上标记 以重蒸水冲涂硅油的一
面 使硅油分布均匀并放置晾干 将冷却槽调至水平 在槽上铺一张滤纸 用液





料框全部盖住 灌胶完后 在玻璃板上压一个重物 室温放置聚胶 1小时 凝胶
聚合后 用刀片从玻璃板和塑料间隔模具框之间轻轻将玻璃盖启开 小心取下间
隔模具框 取两张滤纸条分别浸透酸和碱电极液并平整地铺在胶的正负两极 然
后将浸渍过待测样品的加样纸 5 5mm 放在合适的位置  
  将电极板的正负电极压在电极滤纸条上 盖上安全罩 接通冷凝水 打开电
源先恒压 60V 15min 后改为恒流 8mA 待电压升至 580V 时 改为恒压
550V 30min 然后关掉电源 打开安全罩 用镊子取出加样纸 再盖上安全
罩 将电压调至 580V恒压继续电泳 120min 直至电流降为零 取下凝胶板 用
考马斯亮兰 R250染液室温过夜 脱色液中脱色 6-8小时 X-射线胶片观察灯下
拍照[44]  
二 实验所用细胞系 
1  人肺腺癌 SPC-A-1细胞 
SPC-A-1细胞购于上海细胞生物学研究所细胞库 由上海胸科医院吴善芳等
人于 1980年 8月建株 此细胞是一个人体原发性肺腺癌细胞系 PAS和黏液卡
红染色反应阳性 该细胞系染色体众数均稳定地保持在超三倍体范围内 细胞形
态以多形性上皮样细胞为主[45]  















Leonard Hayflick 从正常 3个月妊娠胚胎肺组织中分离到的 该细胞系的生活期
40-50代 倍增时间是 24小时 细胞核型为正常的二倍体 细胞形态呈纤维状涡
流状贴壁生长 此细胞系是第一个被用在人体疫苗制备方面的人体二倍体细胞
系  
3  细胞培养 
SPC-A-1细胞培养在 RPMI-1640(GIBCPO BRC)培养液 pH7.2 中 内含 20%
灭活的小牛血清 杭州四季青生物工程材料研究所产品 青霉素钠 硫酸链霉
素各 100 g/ml以及卡那霉素 50 g/ml 以 10 104细胞/ml的浓度接种于 50ml
培养瓶中 置 37 培养 隔日换液 0.02%EDTA(vorsen)消化传代  
WI-38细胞培养于DMEM GIBCPO BRC 培养液 pH7.5 中 内含 10%
灭活的小牛血清 杭州四季青生物工程材料研究所产品 青霉素钠 硫酸链霉
素各 100 g/ml以及卡那霉素 50 g/ml 以 10 104细胞/ml的浓度接种于 50ml
培养瓶中 置 37 培养 隔日换液 0.25%trypsin 0.03%EDTA清洗后 加入 1-2ml 
trypsin-EDTA消化 培养瓶放置于室温 或 37 直到细胞脱离 加入新鲜培液
吹打均匀 1:1分装到培养瓶中 置 37 培养  
三 细胞生长曲线的测定 
通过DU-600紫外分光光度计分析仪 BECKMAN 测定所提取的鲎素蛋白
的含量 称取适量的鲎素干粉 溶解于D-Hank’s液 pH7.2 中配成 100 g/ml
的鲎素作用干液 用全培液将干液配制成 2 g/ml 4 g/ml 6 g/ml 8 g/ml
10 g/ml等浓度的系列作用液 将细胞以 5 104细胞/ml接种于 25ml培养瓶中
每瓶 2ml 每组 21瓶 共 105瓶 培养 24小时后 以不同浓度的鲎素作用液各
换 21瓶 其余 21瓶用正常全培液换液 用苔盼蓝排除法逐日计数 以上实验重
复三次 结果基本一致 以其中一次实验值为准 绘制生长曲线  
 
四 细胞分裂指数的观察 
将细胞以 5 104细胞/ml接种于放有盖玻片条的小青霉素瓶中 实验组和对
照组各接种 24瓶 每天各拿 3瓶经Bouin-Hollande固定 HE染色 显微镜下观
察计算分裂细胞数 连续观察七天 实验重复三次 依据观察计数结果 绘制分
裂指数曲线图  
五 流式细胞术样品的制备与观察 














接种 24小时后进行加药处理  
2. 培养至一定时间后 收集实验组和处理组细胞 去掉培养基 用 5ml预
冷的 PBS液轻轻冲洗细胞后去掉 然后加入 2ml0.25%胰蛋白酶消化液 37
保温 5分钟 轻轻摇动培养瓶或用滴管吹打数次使细胞最大程度游离 随
后加入 8ml含血清的培养基以抑制酶活性  
3. 将细胞悬液转移到离心管内 1000rmp离心 5分钟 弃上清 将细胞重
新悬浮于 0.5ml预冷的 PBS液中 吹打均匀 制成 0.5ml单细胞悬液 吸 0.5ml
悬液 迅速加入含 5ml 75%预冷乙醇的小青瓶中进行固定 4 冰箱保存待检
可保存 1-2周  
4. 细胞周期检测时先将保存的固定细胞 1000rmp离心 5min 去除固定液
用 0.1mol/L PBS漂洗 2-3次 去除细胞碎片  
5. 加入不含DNase的 100mg/mlRNase A(PBS配制)溶液重新悬浮细胞 37
温育 20min以消化 RNA  
6. 离心后加入 0.5ml 浓度为 50mg/L的碘化丙啶 PI 染液 4 染色 30min  
7. 用流式细胞仪 FACS Calibur型, Becton Dickinaon 进行细胞周期时相动
力学检测  
8. 根据所得DNA分布直方图 用 Cellfit细胞周期分析软件Version2.01.2
进行细胞周期统计分析[46 47]  
 
六 光学显微镜样品的制备与观察 
将细胞以 5 104细胞/ml接种于放有盖玻片条的小青霉素瓶中 实验组和对
照组各接种若干瓶 37 培养一周后 分别从小青霉素瓶中取出长有对照组和实
验组细胞的盖玻片条 用D-Hank’s液清洗三次 Bouin-Hollande固定 24h 70%
酒精褪色 可暂存 50%酒精中放置 2-3min, 双蒸水中洗 2-3min 苏木精 Harris 
Hematoxylin 染色 10min, 流水冲洗 0.5%HCl-Alc分色数秒后流水冲洗 3min, 然
后放入 1%NH4OH溶液中碱化 5min,流水冲洗 酒精系列脱水 1%伊红 Eosin
中染色 5min 95%~100%脱色数秒 100%酒精和 100%二甲苯混合溶液 1 1


















照组各接种若干瓶 37 培养一周后 分别从小青霉素瓶中取出长有对照组和实
验组细胞的盖玻片条 经 0.1M PBS pH7.2 轻轻漂洗三次 2.5%戊二醛预固定
2h 0.1M PBS pH7.2 漂洗三次 1%的锇酸后固定 1h 经过乙醇系列脱水 临
界点干燥 真空喷镀金膜后 在日立 S-520扫描电子显微镜下观察拍照  
 
八 透射电子显微镜样品的制备与观察 
将实验组和对照组的细胞分别以 5 104细胞/ml接种于 50ml培养瓶中 实
验组细胞培养于含有 6.0 g/ml鲎素的全培液中 按照常规方法传代换液 待实
验组细胞处理一定时间后 和对照组细胞分别用D-Hank’s液漂洗 2-3次 用自制
的橡皮刮刀刮取细胞后 移入离心管中 2000rmp离心 15min 弃上清液 2.5%
戊二醛 4 低温固定 1h 0.1MPBS洗三次 1%四氧化锇后固定 2h 乙醇系列脱
水 环氧树脂 618#包埋 2088 ULTROTOME®V型切片机切片 LKB BROMMA
醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色后 于 JEM100CXII型透射电子显微镜下观察 记
录拍照结果  
 
九 碱性磷酸酶 AKPase 细胞化学样品的制备和观察 
将按 5 104细胞/ml接种于放有盖玻片条的小青霉素瓶中的实验组和对照组
细胞 处理一定时间后从小青霉素瓶中取出 先用预温至 37 的D-Hank’s液洗
三遍 室温晾干 冷丙酮 4 固定 20min 室温晾干 用预温至 37 的碱性磷酸
酶作用液孵育 2h 双蒸水漂洗 2%硝酸钙作用 2min 2%硝酸钴作用 2min, 双蒸
水漂洗 1%硫化铵作用 1min 双蒸水漂洗 乙醇系列脱水 二甲苯透明 中性
树胶封片 镜检观察拍照  
 
十 CEA p185细胞表面标志物免疫细胞化学样品的制备和观察 
  按照 S-P免疫组织化学方法进行检测 小鼠  抗人 CEA单克隆抗体 鼠抗
人 p185单克隆抗体和HistostainTM-SP免疫组化染色试剂盒为美国Maxim公司产
品 均购自北京中山生物技术有限公司 将分别长有对照组和实验组细胞的盖
玻片条从小青霉素瓶中取出 先用预温至 37 的D-Hank’s液洗 2-3遍 室温稍
晾干 冷丙酮 4 固定 10min 可-20 暂存 0.01M PBS洗三次 每次 5min
3% H2O2孵育 5-10min 以消除内源性过氧化物酶的活性 蒸馏水冲洗 0.01M PBS
洗三次 每次 5min 正常山羊血清 5-10% PBS稀释 工作液封闭 室温孵预














体 工作液 37 孵育 60min或 4 过夜 0.01M PBS洗三次 每次 5min 滴加
生物素标记的二抗工作液 37 孵育 10-15min 0.01M PBS洗三次 每次 5min
滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液 37 孵育 10-15min DAB显色
剂室温显色 5-20min 入自来水中断显色并在自来水中充分冲洗 蒸馏水洗
1-2min 乙醇系列脱水各 2-3min 二甲苯透明 中性树胶封片 Olympus BH-2
型光学显微镜下观察拍照  
 
十一 癌基因 抑癌基因表达的免疫组化样品的制备与观察 
  将分别长有对照组和实验组细胞的盖玻片条从小青霉素瓶中取出 先用预温
至 37 的D-Hank’s液洗 2-3遍 室温稍晾干 冷丙酮 4 固定 10min 可-20
暂存 0.01M PBS洗三次 每次 5min 3% H2O2孵育 5-10min 以消除内源性过
氧化物酶的活性 蒸馏水冲洗 0.01M PBS洗三次 每次 5min 正常山羊血清
5-10% PBS稀释 工作液封闭 室温孵预 10min 倾去血清 滴加一抗 鼠
抗人 C-myc单克隆抗体 鼠抗人 p53单克隆抗体 鼠抗人MTS1/p16单克隆抗体
兔抗人 Rb单克隆抗体 鼠抗人WAF1/p21单克隆抗体均为美国 SANTA CRUZ
产品 购自武汉博士德生物工程有限公司 工作液 37 孵育 60min或 4 过夜
0.01M PBS洗三次 每次 5min 滴加生物素标记的二抗工作液 37 孵育
10-15min 0.01M PBS洗三次 每次 5min 滴加辣根过氧化物酶标记的链霉卵白
素工作液 37 孵育 10-15min DAB显色剂室温显色 5-20min 入自来水中断显
色并在自来水中充分冲洗 蒸馏水洗 1-2min 乙醇系列脱水各 2-3min 二甲苯透




购自武汉博士德生物工程有限公司 提供的方法 略加修改 进行检测 SABC
即 StreptAvidin-Biotin-enzyme Complex是专为免疫组化和其他免疫检测而设计
的 用以显示组织和细胞中的抗原分布 根据研究 SABC大约可以形成一百个
左右的过氧化物酶和五十个左右的链酶亲和素所构成的复合物 大量的酶将保证
SABC具有很高的敏感性并兼具低背景和操作简便的优点 操作步骤如下  
1. 将分别长有对照组和实验组细胞的盖玻片条从小青霉素瓶中取出 先用预温至
37 的D-Hank’s液洗 2-3遍 室温稍晾干  
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